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Proteiinikcostumus ja sen valmistus ja kaytto seka sita 
sisaltavat valmisteet ja naiden valmisnus 

Keksinnon kohteena cvat prctei inikoostumus ja sen 
5 valmistus ja kaytto seka sita sisaltavat valmisteet ja 

naiden valmistus. Erityisesti keksinnon kohteena ovat 
oleellisesti insuiiiniton prcteiinikocstumus ja sen val- 
mistus ja kaytto seka sita sisaltavat valmisteet, kuten 
oleellisesti insuliinittomat aidinmaidonkorvikkeet ja muut 

10 erityisravintovalmisteet , ja naiden valmistus. 

Nuoruusian diabetes eli insuliininpuut oksesta joh- 
tuva diabetes mellitus (IDDM) on sairaus , jcssa haiman 
Langerhansin saarekkeiden insuliinia tuotcavat beeta-solut 
ovat tuhoutuneet, mutt a saarekkeiden muut solut sailyvat 

15 vahingoittumattomina . Kyseinen sairaus puhkeaa yleensa 

viimeistaan lapsuusiassa . 

Lukuisista laaket ieteellisista tutkimuksista huoii- 
matta ei viela tarkasti tiedeta, mitka tekijat aiheuttavat 
nuoruusian diabeteksen puhkeamisen. Tall a hetkella kuiten- 

20 kin uskotaan, etta lasten riskiin sairastua nuoruusian 

diabetekseen vaikuttavat seka perintoteki j at etta ymparis- 
totekijat, kuten ravinto . 

Useissa epidemiologisissa tutkimuksissa on mm. to- 
dettu, etta altistuminen lehmanmaidon proteiineille ime- 

25 vaisaikana lisaa riskia sairastua nuoruusian diabetekseen 

(Gerstein, Diabetes Care 17 (1994) 13 - 19) . Epidemiolo- 
gisten havaintojen perusteella on esitetty useita hypo- 
t eeS eja mekanismeista, miten lehman ma i don proteiinit voi- 
sivat toimia diabetogeenisina tekijoina. On todettu, etta 

3 0 immuunivaste naudan seerumialbumiinia (Karjalainen et al . , 

N. Engl. J. Med. 327 (1992) 302-307), bee ta - laktoglobulii - 
nia (Vaarala ec ai . , Diabetes 45 (1996) 178-132) tai bee- 
ta-kaseiinia (Cavallo ec al . , Lancet 348 (1996) 926-23) 
kchtaan vcisi johtaa beeta - solureakt i ivisuut een , mutta 

35 tahan mennessa naudan insuliinin ei oie edes epailty cle- 

van diabetoaeeninen riskitekija. 
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Lehmanmaidon tiedetaan normaalisti sisaltavan pie- 
nia maaria naudan insuliinia. Kir j allisuudessa ilmoitettu 
maidon insuliinipitoisuus vaihtelee maaritysmenetelmas ta 
riippuen, mut.ta esimerkiksi ELISA-menetelmalla on todettu 
5 noin 50 ng/ml pitoisuuksia . Maiden insuliinipitoisuus on 

suurimmillaan (noin 330 ng/ml) heti poikimisen jalkeen, 
minka jalkeen pitoisuus aier.ee saavuttaen vakiotason (noin 
46 ng/ml) noin 7 paivan kuluttua poikimisesta (Aranda et 
al., J. Dairy Sci . 74 (12) (1991) 4320 - 4325). 
10 Hakija on tutkimuksissaan todennut , etta tavanomai- 

sen lehmanmaitopohj aisen aidinmaidonkorvikkeen antaminen 
imevaisikaisilie saa aikaan vast a-aineiden , kuten insu- 
liinivasta-aineiden, tuotannon naudan insuliinia kohtaan. 

Tavanomaista lehmanmaitopohj aista aidinmaidonkorviket ta 

® 

15 (Enfamil ) lisaruokintana saaneiden 6 kuukauden ikaisten 

lasten ja toisaalta yksinomaan rintamaitoa saaneiden sa- 
manikaisten lasten IgG-luokan vasta-ainepitoisuudet naudan 
insuliinia kohtaan on esitetty kuvassa 1. Nama vasta-ai- 
neet r is t ireagoivat humaani-insuliinin kanssa. 

20 Koska insuliiniautovasta-aineiden (IAA) :n esiinty- 

minen edeltaa ja ennustaa IDDM:n puhkeamista, immunisoitu- 
minen naudan insuliinille lehmanmaitopohj aisista tuotteis- 
ta voi olla haitallista ja lisata riskia sairastua IDDM : - 
aan, Tasta syysta on tarve saada markkinoille lehmanmaito- 

25 tuotteita ja lehmanmaitopohj aisia tuotteita, jotka eivat 

sisalla immunoreaktiivista naudan insuliinia. 

Insuliinin puhdistuksessa tuotanto- ja uuttoliuok- 
sista on perinteisest i kaytetty nes tekromatograf iaa ja 
kaanteisf aasikolonnia (Kroeff et al . , J. Chromatogr. 461 

3C (1989) 45 - 61; Poll et al . , J. Chromatogr. 539 (1991) 37 

- 45; Cox, J. Chromatogr. 599 (1992) 195 - 203; Welinder, 
J. Chromatogr. 542 (1991) 83 - 99) , geeiisuodatus - tai 
anioninvaihtokclonnia (WO 90/00176 ja WO 90/00177) tai 
heikkca kat ioninvaihtokolonnia (DE 3 511270 Al ja G3 

35 2173503 A) . Kaante i s f aas i - tai geel isucdatuskromatograf ia 
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eivat sellaisenaan sovi maidon kasittelyyn, koska kasitel- 
lyn maidon tulisi olla elintarvikekelpoista ja kohtuulli- 
sen" hintaista. 

Missaan hakijan tuntemassa tunnetun tekniikan mu- 
5 kaissssa julkaisussa ei kuitenkaan ole esitetty eika edes 

ehdotettu lehmanmaidossa lasnaolevan naudan insuliinin 
eris tamista tai poist amis t a . 

Hakija on nyt keksinyt, miten lehmanmaidosta saa- 
daan kohtuullisin kustannuksin elintarvikekelpoinen prote- 
10 iinikoostumus, joka on oleellisesti naudaninsuliini ton ja 

joka sellaisenaan sopii erityisesti aidinmaidonkorvikkeen, 
mutt a myos muiden erityisravintovalmisteiden prote - 
iiniosaksi . 

Keksinnon kchteena on siten oleellisesti insu- 

15 liiniton proteiinikooscumus, jolle on tunnusomaista , etta 

se on valmistettu lehmanmaidosta peraisin olevasta rasvat- 
tomasta proteiinipitoises ta materiaalis ta , kuten herasta, 
rasvattomasta maidosta tai kaseiiniliuokses ta . 

Kun maidosta poistetaan rasva ja kaseiini, saadaan 

20 hera, joka sisaicaa heraproteiinit . Maidon kokonaisprote- 

iinista noin 20 prosenttia on heraproteiine j a ja loput 
kaseiinia. Juustonvalmistuksen yhteydessa saatavaa heraa 
kutsutaan j uustoheraksi ja kaseiininvalmistuksen yhteydes- 
sa saatavaa heraa puolestaan kutsutaan kaseiiniheraksi . 

25 Keksinnossa kaytettava hera voi olla mika tahansa 

lehmanmaidosta peraisin oleva hera, kuten esimerkiksi 
j uustohera , j uoksetekaseiinihera , happokaseiinihera tai 
hapan juustohera. Edullisesti hera on juustohera. 

Heran lisaksi keksinnossa voidaan kayttaa lehman- 

30 maidosta peraisin olevana rasvattomana proteiinipitoisena 

materiaalina rasvatonta maitoa tai rasvattomasta maito- 
j auheesta tehtya vesiliuosta tai maiden kaseiinista tehtya 
vesiliucsca, ts . kaseiiniliuosta . 

Keksinnon mukainen oleellisesti insuliiniton prote - 

35 iinikoostumus voidaan sopivasti valmistiaa keksinnon mukai- 



sella menetelmalla, jolle menetelmalle on tunnusomaista , 
etta 

a) lehmanmaidosta peraisin oleva nestemainen rasva- 
ton proteiinipi toinen materiaali johdetaan insuliininpois - 

5 tokasittelyyn, 

b) vaiheessa a) saatu nestemainen proteiinipi toinen 
materiaali 

konsentroidaan ultra- ja diasuodattamalla kayttaen 
kalvoja, jotka ovat 6 000 - 20 000 D cut-off -kalvoja, 
10 saatu proteiinikonsentraatt i haihdutetaan ja 

kuivataan proteiini j auheeksi , 

c) mahdollisesti 

1) vaiheessa b) saadusta proteiinikonsentraatista 
tai proteiini j auheesta muodostetaan veteen liuos, jonka 

15 proteiinipitoisuus on 1 - 20 %, 

2) vaiheessa cl) saatu proteiiniliuos hydrolysoi- 
daan entsymaatt isesti proteaaseilla ja 

3) vaiheessa c2) hydrolysoitu proteiiniliuos ult- 
rasuodatetaan , ja 

20 d) mahdollisesti johdetaan vaiheessa c) saatu pro- 

teiinihydrolysaatt i hydrof obiseen kromatograf iakasit telyyn 
ja 

e) vaiheessa c) tai d) saatu liuos haihdutetaan ja 
kuivataan j auheeksi. 

25 Vaiheessa a) lehmanmaidosta peraisin oleva neste- 

mainen rasvaton proteiinipi toinen materiaali johdetaan 
insuliininpoistokas it telyyn, j olio in oleellisesti kaikki 
tai ainakin merkittava osa kyseisessa materiaalissa ole- 
vasta naudan insuliinista saadaan poistettua. Insuliinin- 

30 poistossa kyseista lehmanmaidosta peraisin olevaa neste- 

maista materiaalia voidaan kasitella vahval la kationin- 
vaihtohartsilla tai se voidaan kirkastaa esimerkiksi mik- 
rosucdattiamalia tai sentrif ugoimaila . Hera voidaan tassa 
vaiheessa kirkastaa my 6s uitrasuodattamalla . 
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Parhaat insuliininpoistotulokset saadaan kuitenkin 
silloin kun puhdistett ava materiaali ensin kirkastetaan 
edella mainitulla tavalla ja sen jalkeen sita kasitellaan 
vahvalla kat ioninvaihtohartsilla . 
5 Hera, kuten j uus to- tai kaseiinihera on edullisinta 

puhdistaa naudan insuliinista vahvalla kationinvaihtohart- 
silla. Sopivia kat ioninvaihtohartse j a ovat esimerkiksi 
Amberlite C-20 (Rohm & Haas, Ranska) ja Spherosil S. ( Rho- 
ne -Foulenc, Ranska) Puhdistettava hera, jonka pH on las- 

10 kettu arvoon 5,2 - 5,6 elintarvikelaatuisella hapolla, 

esimerkiksi HCl:lla, tai ioninvaihdolla , johdetaan 3-65 
°C:ssa sopivasti huoneeniampot ilassa Na + - tai K*-muotoon 
regeneroidulla vahvalla kat ioninvaihtohartsilla taytetyn 
pylvaan lapi. Panosprosessissa syottonopeus ja -tilavuus 

15 voivat vaihdelia, mutta sopivasti syottonopeus on 1-10 

pylvaantilavuutta (BV) / h ja syot tot ilavuus on 5 - 60 BV, 
edullisesti 20 BV. pH-alueella 5,2 - 5,6 heran proteiinit 
ovat yleensa negat iivisest i varautunei ta , mutta insuliini 
on posit iivisesti varautunut, silla sen isoelektrinen pis- 

20 te on 5,6 (Erkama, Biokemia, s. 165) . Tailoin ainakin 

oleellinen osa herassa olevasta naudan insuliinista sitou- 
tuu kat ioninvaihtohartsiin negat iivisest i varautunei den 
heraproteiinien mennessa pylvaan lapi. 

Edullisesti hera puhdistetaan naudan insuliinista 

25 vahvalla kat ioninvaihtohartsilla pK:ssa 5,4. 

Vahvalla kat ioninvaihtohartsilla puhdis tetussa he- 
rassa ei todettu lainkaan naudan insuliinia electro spray 
- mas saspektrometr ilia . 

Myos rasvattoman lehmanmaidon ja maidon kaseiinista 

30 tehdyn vesiliuoksen, ts . kaseiiniliuoksen naudaninsu- 

liinir>itoisuutta voidaan alentaa merkittavas t i vastaavalla 
kasittelylla vahvalla kat ioninvaihtohartsilla . Tailoin 
kaseiiniliuoksen insuliinipi toisuus aienee ainakin noin 65 
% ja rasvattoman maidon insuli inipi toisuus puoiestaan aie- 

35 nee ainakin noin 40 %. 



Insuliini analysoitiin naytteista electro spray 
-massaspektrometrilla (VG Quattro II, VG BioTech, Altrin- 
cham, Englanti) kayttaen esikasittelyna fraktiointia nes- 
tekromatografin (Hewlett Packard HPLC 1030, Hewlett 
5 Packard Co. Saksa) C18 -kaanteisf aasikolonnilla (eluentit : 

A: 0,05 % trif luorietikkahappo (TFA) vedessa, B: asetonit- 
riili (Acn) + 0,05 % TFA, gradientti : 15 % -> 40 % 20 
minrssa, 40 % -> 100 % 10 min : ssa ) . Insuliinia sisaltava 
fraktio pakkaskuivatt iin, liuotettiin uudelleen konsent- 

10 roiduksi liuokseksi ja johdettiin massaspektromet riin . 

Heraa voidaan puhdistaa naudan insuliinista kirkas- 
tamalla hera esimerkiksi mikrosuodattamalla , ultrasuodat- 
tamalla tai sentrif ugoimalla , jolloin herasta saadaan pois 
jaannoskaseiini ja muut suurimolekyyliset proteiinit, joi- 

15 hin insuliini hydrof obisena proteiinina on sitoutunut . 

Mikrosuodatuksessa puhdist ettava hera johdetaan 
sopivasti 10 - 60 °C:ssa mikrosuodatuskalvo j en lapi, jotka 
kalvot ovat 0,05 - 1,4 mikrometrin kalvoja, edullisesti 
0,1 mikrometrin kalvoja. 

20 Ultrasuodatuksessa puhdis tett ava hera puolestaan 

kasitellaan ultrasuodatuskalvoilla , jotka edullisesti ovat 
kalvoja, joiden cut-off -arvo on 50 000 - 200 000 Dalto- 
nia . 

Sentrif ugoinnissa heraa kasitellaan edullisesti 
25 nopeudella 1 000 - 10 000 kierrosta / min. 

Kirkastuskasittely alentaa heran naudaninsuliinipi- 
toisuutta 6 - 10 %. 

Kirkastuskasittely ja kat ioninvaihtohart sikasit tely 
alentavat molemmat kasit eltavan , lehmanmaidosta peraisin 
30 olevan materiaalin naudan insuliinipitoisuutta, mutt a par- 

haat tulokset saadaan kun kyseinen materiaali ens in kir- 
kastetaan ja sen jalkeen johdetaan katicninvaihtohartsika- 
sittelyyn. Parhaat tulokset saadaan heran kasitteiyssa, 
jolloin edullisin kirkastusmenetteiy on mikrosuodatus . 



Vaiheessa a) naudan insuliinista puhdistettu prote- 
iinipitoinen materiaali, edullisesti hera konsentroidaan 
ultra- ja diasuodatuksella riittavan proteiinipitoisuuden 
aikaar.saamiseksi, minka jalkeen nain saatu proteiinikon- 
5 sentraatti haihdutetaan ja mahdo iiisesti kuivataan prote- 

iini j auheeksi . Talloin naudan insuliinista ainakin merkit- 
tavasti puhdistettu materiaali, kuten hera , jonka materi- 
aalin pK on saadetty arvoon noin 6,5 elintarvikelaatuisel- 
la emaksella, esimerkiksi NaOH:lla tai Ca(OH) 2 :lla, tai io- 

10 ninvaihdolla , johdetaan ultra- ja diasuodatukseen, jol- 

loin puolilapaisevan kalvon avulla suurempimolekyyliset 
proteiinit saadaan eroon laktoosista, suoloista ja pienem- 
pimolekyylisista proteiineista , kuten insuliinista, jonka 
molekyylipaino on noin 5734 D. Puolilapaisevan kalvon cut 

15 off -arvo on sopivasti 6 000 - 20 000 D, edullisesti 

10 000 D ja puolilapaisevana kalvona voidaan kayttaa esi- 
merkiksi polyeet terisulf onikalvoa , jonka cut off -arvo on 
10 000 D. 

Vaiheessa a) saatu hera voidaan konsentroida koko- 
20 naiskonsent roint isuhteella , joka sopivasti on noin 120. 

Talloin vaiheessa a) kasitelty hera ultrasuodat etaan- edul- 
lisesti 10 000 D cut off -kalvoilla ensin esimerkiksi kon- 
sentroint isuhteella 10, minka jalkeen retentaatti laimen- 
netaan lahtot ilavuuteen ja suodatetaan uudelleen suhteella 
25 12, jolloin kokonaiskonsentroint isuhteeksi tulee 120. Nain 

saatu heraproteiinikonsent raatt i , jonka proteiinipitoisuus 
on noin 90 % kuiva-aineesta, haihdutetaan ja kuivataan 
jauheeksi esimerkiksi sumutuskuivauksella tai pakkas- 
kuivauksella . 

30 Perinteisest i ultra- ja diasuodat e t tu heraprote- 

iinijauhe, jonka proteiinipitoisuus on 70 - 80 %, sisaltaa 
43 - 43 mikrcgrammaa insuliinia / gramma jauhetta (noin 60 
mikrogrammaa insuliinia / gramma proteiinia) . 

Sita vastoin keksinncn mukaisen menetelman vaihei- 

35 den a) ja b) mukaisesti saatu heraprotei ini j auhe sisaltaa 
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merkittavasti vahemmin naudan insuliinia kuin edella mai- 
nittu perinteisesti ultra- ja diasuodatettu heraprote - 
iinijauhe. Vahvalla kationinvaihtohartsilla vaiheessa a) 
naudan insuliinista puhdistetusta herasta valmis tetussa 
heraproteiini jauheessa ei todettu lainkaan naudan insulii- 
nia electro spray -massaspektrometrilla . Nain saatu oleel- 
lisesti insuliiniton prate iinikocstumus sopii sel- 
laisenaankin esimerkiksi aidinmaidcnkorvikkeiden ja muiden 
erityisravintovalmisteiden raaka-aineeksi , koska sen si- 
saltama heraproteiini on ravit semuksellisest i erittain 
korkealaatuista eika tarvitse muita proteiineja ravin- 
tosisallyksen taydentamiseksi . 

Kationinvaihtohartsikasicneiy voidaan tehda mvos 
esimerkiksi rasvat tomalle maidolle tai vesiliuoksena ole- 
vaile maiden kaseiinille, jcka on edullinen proteiini val - 
miste. Naudaninsuliini jaama voidaan poistaa kaseiiniliuok- 
sesta vastaavalla tavalla kuin maidosta. Heraprote i in ia 
heikomman ravintoarvonsa vuoksi kaseiini ei kuitenkaan cle 
yhta suositeltavaa aidinmaidonkorvikkeen yks inomaiseksi 
proteiinilahteeksi kuin heraproteiini . 

Mikali keksinnon mukaisen proteiinikoostumuksen 
naudaninsuliinipitoisuutta halutaan viela alentaa, voidaan 
sen valmistukseen liittaa entsymaatt inen hydrolyysi ja 
mahdollisesti viela hydrof obinen kromatograf iakasittely . 
Talloin vaiheessa b) saadusta proteiinikonsentraat ista tai 
proteiini j auheesta muodostetaan veteen liuos, j onka pitoi- 
suus on 1 - 20 %, edullisesti noin 5 %. Liuoksen pH saade- 
taan arvoon noin 8,5 esimerkiksi Ca(OH) 2 :lla ja lampotila 
noin arvoon 50 °C / minka jalkeen liuokseen lisataan elain- 
tai mikrobiperaisia entsyymeja, siten, etta ne hydrolysoi- 
vat tehokkaasti erityisesti naudan insuliinin prote- 
iiniketjun sidoksia. Tallaisia proceaaseja ovat mm. kyrrtct- 
rypsiini, subtiiisiini Carlsberg -seriiniproteaasi , subti- 
lisiini BPN ' -seriiniproteaasi, Aspergillus oryzean serii- 
ni- ja metal lopro te aasi t y papaiini, Bacillus subtilis 



-neutraaliproteaasi , termolysiini , Streptomyces griseuksen 
seriini- ja metalloproteaasit, pepsiini, Endothica pa- 
rasitican hapanproteaasi ja pankreat iini . Hydrolyysin an- 
netaan jatkua 8 tunnin ajan. Kydrolyysissa naudan insulii- 
5 ni piikkoutuu korkeintaan viiden aminohapon pituisiksi 

peptideiksi , jotka eivat aiheuta immuunivas tetta eivatka 
sisalla a i airman insuiiinimoiekyylin sisaltamia epitooppe- 
ja. Nain saatu hydrolyysiseos johdetaan pilkkoutumattomien 
suurikokoisten mclekyylien poistamiseksi ultrasuodatukssen 

10 tihean ultrasuodatuskalvon lapi, joka sopivasti on 2 000 D 

cut-off -kalvo. Saatu permeaatti kuivataan esimerkiksi 
sumutuskuivauksella jauheeksi. Saadussa tuotteessa ei ole 
todettavissa naudan insuliinia. 

Jos naudan insuliinin hydrolyysi tuotteet halutaan 

15 poistaa seoksesta mahdollisimman tarkasti, voidaan edella 

saatu heraproteiinihydrolysaatti johtaa sopivasti 10 % 
liuoksena hydro f obi seen kromatograf iakasittelyyn, joka 
poistaa hydrolysaat is t a hydro f obi set peptidit ja niiden 
mukana mahdolliset naudan insuliinin hydrolyysituotteet . 

20 Kyseinen kromatograf iakasittely voidaan tehda sopi- 

vasti hydrof obisella adsorptiohartsilla, kuten Amberlite 
XAD-16 -hartsilla (Rohm Sc Haas, Ranska) , mutt a se voidaan 
tehda myos aktiivihiilella , joka myos pystyy poistamaan 
hydrof obisia yhdisteita. Tuotantomittakaavassa kyseinen 

25 kromatograf iakasittely voidaan tehda kaytannollisesti pyl- 

vaassa, jonne pakatun adsorpt iohartsin tai aktiivihiilen 
lapi kasiteltava liuos johdetaan. Pylvaan lapi tullut li- 
uos otetaan talteen, haihdutetaan ja kuivataan jauheeksi. 
Nain saatu jauhe ei sisalla nykymene telmilla havaittavia 

30 maaria naudan insuliinia. Tuotteen aminohappokoos tumus on 

kuitenkin muuttunut jonkin verran hydrof obis ten aminohap- 
pojen kohdalla, joten pieni maara f enyyiiaianiinia ja ty- 
rosiinia joudutaan lisaamaan ravintovalmis teiden valmis- 
tuksen yhteydessa . 
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Edullisimmin naudan insuliini poistetaan lehman- 
maidosta peraisin olevasta rasvat tomasta proteiinipitoi - 
sesta materiaalista, edullisesti herasta vahvalla ka- 
t ioninvaihtohartsiila , minka jalkeen nain kasitelty neste- 
5 rriinen proteiinipitoinen materiaali konsentroidaan ultra- 

ja diasuodatuksella . Mikrosuodatus esikasittelyna on edul- 
lista, koska insuliini on usein tarttuneena makromolekyy- 
leihin, kuten kaseiinipolyyn tai denature itunee seen hera- 
proteiiniin, jotka voidaan poistaa sopivasti mikrosuoda- 

10 tuksen avulla. Mikali em. menetelmilla ei ole saavutettu 

tuotteen riittavan alhaista naudaninsuliinipitoisuutta , 
sita on mahdollista alentaa edelleen ent symaatt isen hydro- 
lyysin ja siihen mahdollisest i liitettavan hydrofobisen 
kromatograf ian avulla . 

15 Aidinmaidonkorvikkeet koostetaan perinteises t i mai- 

dosta, kermasta, kasviol jysta, vahasuolaisesta hera- 
jauheesta, kivennaisista ja vitamiineista , joista maito, 
kerma ja vahasuolainen herajauhe sisaltavat naudan insu- 
iiinia. Heraproteiini on ravintoarvoltaan hyvin kor- 

20 kealuokkaista, joten se soveltuu ainoaksi proteiinilah- 

teeksi aidinmaidonkorvikkeeseen ja muihinkin eri tyisravin- 
tovalmisteisiin . 

Keksinnon mukaista oleellisesti insuliinitonta pro- 
teiinikoostumusta voidaan kayttaa aidinmaidonkorvikkeen ja 

25 muidenkin erityisravintovalmis t eiden proteiiniosana seka 

esimerkiksi kulutusmaidon raaka-aineena . Talldin saadaan 
valmiste, joka ei sisalla naudan insuliinia, joten se ei 
myoskaan aiheuta immunisoitumista naudan insuliinille eika 
siten lisaa riskia sairastua IDDM:aan. 

30 Keksinnon kohteena on siten myos oleellisesti insu- 

liiniton aidinmaidonkorvike samoin kuin oleellisesti insu- 
liiniton eri tyisravintovalmiste , joilie on tunnusomaista , 
etta niiden oleellisesti insuliiniton proteiiniosa on val - 
mistettu lehmanmaidesta peraisin olevasta rasvat tomasta 

35 protei inipi toisesta materiaalista, kuten herasta/ rasvat- 
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tomasta maidosta tai kaseiini liuoksesta , edullisesti kui- 
tenkin herasta, sopivasti edella kuvatulla tavalla. 

Keksintoa kuvataan lahemmin seuraavissa esimefkeis- 

sa . 

5 Esimerkki 1 

6000 ml:n tuoretta juustoheraa pH laskettiin 10 % 
HCl:lla 5,4:aan. 3 00 ml vahvaa kat ioninvaihuohartsia (Am- 
ber lite C-20, Rohm & Haas, Ranska) pakattiin 300 ml:n la- 
boratoriomitan pylvaaseen ja regeneroit iin 600 ml : 11a 17 % 

10 NaCl:a, jonka jalkeen pylvas huuhdottiin 1000 ml :11a vet- 

ta, Pylvaan lapi ajettiin huoneenlammossa 6000 ml juusto- 
heraa (20 pylvaant ilavuutta (BV) ) nopeudella 6 BV/h. Ennen 
kasittelya hera sisaisi 343 ng/ml insuliinia eii 68 mg 
insuliinia/kg todellista proteiinia, kasittelyn jalkeen 

15 herasta ei todettu lainkaan insuliinia eli pitoisuus aleni 

kasittelyssa 100 %. Heran kokonaisproteiinipitoisuus ei 
muuttunut merkitt avast i kasittelyssa. Ennen kasittelya 
proteiinipitoisuus oli 0,87 %, kasittelyn jalkeen 0,86 %. 
pH nostettiin 10 % NaOH:lla uudestaan 6,5:een, jonka jal- 

20 keen hera ult rasuodatet t i in 10 000 D cut-off -kalvoilla 

ensin konsentroint isuhteella 10, sitten retentaatti lai- 
mennetaan lahtot ilavuuteen ja suodatetaan uudelleen suh- 
teella 12, jolloin kokonaiskonsentroint isuht eeksi tulee 
120. Proteiinikonsentraatti pakkaskuivatt iin 90 % proteii- 

25 nia sisaltavaksi jauheeksi. 

Esimerkki 2 

100 litraa 0,1 ^m mikrosuodatuskalvo j en lapi suo- 
datettua juustoheraa ultrasuodat etaan 10 000 D cut-off 
-kalvoilla ensin konsentrointisuhteella 10, sitten reten- 

30 taatti laimennetaan lahtot ilavuuteen ja suodatetaan uudel- 

leen suhteella 12, jolloin kokonaiskonsentroint isuhteeks i 
tulee 120. Retentaatti sisaisi prcteiinia 90 % kuiva-ai- 
neesta ja se sumutuskuivatt iin jauheeksi ( kuivaus lammot 
180/75 °C). Kasitteiematon juustohera sisaisi insuliinia 

35 electro spray -massaspekt rome trianal yysin mukaan 343 ng/ml 
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eli 68 mg/kg todellista proteiinia. Mikrosuodatettu hera 
sisalsi insuliinia 324 ng/ml eli 64 mg/kg todellista pro- 
teiinia. Ultra- ja diasuodatetussa heraproteiinikonsent- 
raatissa insuiiinipitoisuus oli 21 mg/kg todellista prote- 
5 iinia massaspektrometrin mukaan eli pitoisuus aleni prote- 

iiniin suhteutettuna n. 69 %. Perinteinen 70 - 80 % prote- 
iinia sisaltava uitrasuodatet tu heraproteiini j auhe sisal- 
taa insuliinia n. 60 mg/kg todellista proteiinia. 
Esimerkki 3 

10 100 litraa happokaseiinin valmis tukses ta saatua 

happoheraa mikrosuodatett iin vastaavasti 0,1 fimm kalvojen 
lapi . Keran pH oli 4,5. Mikrosuodatettu hera ultra- ja 
diasuodatett iin vastaavasti kuin esimerkissa 1 siten, etta 
kokonaiskonsentroint isuhteeksi tuli 120 . Proteiinipitoi - 

15 suus oli talloin noin 90 % kuiva- ainees ta . Kasi ttelemacon 

hera sisalsi insuliinia 320 ng/ml eli 48 mg/kg todellista 
proteiinia, mikrosuodatettu 295 ng/ml eli 45 mg/kg todel- 
lista proteiinia ja ultra- ja diasuodatetussa heraprote- 
iinikonsentraat issa insuliinia oli 95 ng/ml eli 16 mg/kg 

20 todellisca proteiinia massaspektromet rin mukaan maaritet- 

tyna . Siten insuiiinipitoisuus aleni kasittelyssa n. 67 %. 
Esimerkki 4 

60 litraan 50-asteista vetta liuotettiin 5,040 kg 
esimerkissa 1 valmistettua heraproteiini j auhetta , 11,423 

25 kg kasvirasvaseosta , 11,232 kg glukoosia, 12,260 kg malto- 

dekstriinia (DE 21), 135 g vitamiini- ja mineraaliesiseos - 
ta (sisaltaa A- , D-, K- , B1-, B2-, B6-, B12-vita- 

miinit, niasiinin, foolihapon, pantoteenihapon , biotiinin, 
askorbiinihapon, koliinin , inositol in, f erroglukonaat in , 

3 0 sinkkisulf aat in , mangaanisulf aatin , natriumseleniit in , 

kupariglukonaatin) seka 70 g kaisiumkloridia , 300 g kal- 
siumf osf aat tia , 65 g magnes iumsuif aattia , 125 g natrium- 
kloridia ja 620 g kaliumsitraattia . Seoksen kuiva-ainepi- 
toisuus oli n. 40 %. Nain saatu seos johdettiin homo- 

35 genisaat tor i in (150/50 bar) ja kuivattiin jauheeksi sumu- 
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tuskuivaimella, jossa kuivauslammot olivat 180/75 °C, lei- 
jupedilla 70/120/30 °C. Tuote oli koostumuksel taan , ul- 
konaoltaan ja maultaan tavallisen aidinmaidonkorvike - 
jauheen kaltaista. 
5 Esimerkki 5 

Esimerkissa 1 esitetty heraproteiinikonsentraatt i 
iaimennettiin 5 % pitoisuuteen vedella. Liuos pastoroitiin 
65 »C:ssa 20 min ajar, ja j aahdytett iin 50 °C:een. pH saa- 
dettiin 8,5:een 10 % Ca(OH) 2 :lla. Seokseen lisattiin 6 % 
10 proteiinin maarasta pankreatiini (4 x USP, SPL, USA) - ja 

Alcalase 0,6 L -entsyymeja (Novo Industri A/S; Tanska) . 
Hydrolyysin aikana seoksen pK:ta pidettiin 7,0:ssa 
Ca(OH) 2 -lisaysten avulla. Seoksen annettiin hydro lysoitua 
8 tunnin ajan, jonka jalkeen seos lampokasitelt iin 5 min 
15 90 °C:ssa. Taman jalkeen seos j aahdytett iin 50 °C:een ja 

ultrasuodatettiin 2000 D cut-off -kalvoilla ja permeaatti 
kerattiin talteen. Saatu permeaatti sumutuskuivattiin jau- 
heeksi. Hydrolysaatista ei ollut todettavissa insuliinia. 
F.simerkki 6 

20 Esimerkissa 5 saatu hydrolysaatt i liuotettiin 10 % 

liuokseksi. 30 ml Amberlite XAD-16 -hartsia (Rohm & Haas) 
pakattiin laboratoriomittakaavaiseen pylvaaseen, j oka re- 
generoitiin 60 ml :11a 4 % NaOH, huuhdeltiin 1000 ml : 11a 
vetta ja regeneroitiin 60 ml :11a 4 % HCl:a ja huuhdeltiin 

25 vedella kunnes lapitulleen veden pH oli yli 5. Hydro- 

lysaattiliuosta ajettiin 1700 ml hart s ipylvaan lapi, mika 
vastasi 567 g hydrolysaattikuiva-ainetta/100 ml hartsia. 
Lapitullut liuos otettiin talteen ja pakkaskuivattiin jau- 
heeksi. Hydrolysaatista ei ollut todettavissa insuliinia. 

30 Hydrolysaatti kaytettiin maitoallergikoille tarkoitetun 

erityisravintovalmisteen yksinomaisena proteiinilahteena . 
gqimerkki 7 

60 iitraan 50-asteista vetta liuotettiin 8,670 kg 
esimerkin 6 mukaisesti valmistettua heraproteiinihydro - 
35 lysaattijauhetta, 10,466 kg kasvirasvaseosta , 16,058 kg 
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glukoosia, 5,233 kg maltodekstriinia (DE 21), 135 g vita- 
miini- ja mineraaliesiseosta (sisaltaa A- , D- , E- , K- , 
B1-, B2-, B6-, B12 -vitamiinit , niasiinin, foolihapon, pan- 
toteenihapon,. biotiinin, askcrbiinihapon, koliinin, 
inositolin, f erroglukonaatin, sinkkisulf aatin, man- 
gaanisulfaatin, natriumseleniitin, kupariglukonaat in) seka 
10 g kalsiumkloridia, 320 g kalsiumf osf aattia, 70 g mag- 
nesiumsulf aattia, 165 g natriumklcridia ja 620 g kalium- 
sitraattia, 1 g L-tyrosiinia ja 2 g L-f enyylialaniinia. 
Seoksen kuiva-ainepitoisuus oli n. 40 %. Nain saatu seos 
johdettiin homogenisaattoriin (150/50 bar) ja kuivattiin 
jauheeksi sumutuskuivaimella , jossa kuivauslammot olivat 
180/75 °C, leijupedxlla 70/120/30 °C. Tuote oli kcostumuk- 
seltaan, ulkonaoltaan ja maultaan tavallisen esim. maito- 
15 allergikoille tarkoitetun erityisravintovalraisteen kal- 

taista . 
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F.a imerkkx 



Vahva kat ioninvaihtopylvas (30 ml harts la) re 
generoitiin kuten esimerkissa 1. 600 ml : n rasvatonta mai- 
toa pH saadettiin 5,4:aan. pH-saadetty maito ajettiin huo- 
neenlammossa pylvaan lapi kuten esimerkissa 1, jolloin 
maidosta poistui osa kalsiumista, mutta myos huomattava 
osa insuliinista. RIA-analyysin mukaan (massaspekrometri 
ei ollut kaytettavissa maidolle) kasittelematon maito si- 
salsi naudan insuliinia 26 pilU/ml ja kasitelty 17 /xlU/ml . 
Insuliinipitoisuus aleni kasittelyssa n. 35 %. Kasittely 
ei ollut riittava insuliinin taydelliseen poistamiseen 
maidosta, mutta esimerkki kuvaa, etta menetelma sopii myos 
muiden maitoraaka-aineiden kuin heran kasittelyyn. 

3 0 Psimerkki 9 

Kationinvaihtohartsi (30 ml) regeneroitiin kuten 
esimerkissa 1. Natriumkaseinaatista vaimistettiin 3 % lr- 
uos veteen. pH iaskettiin 5,5:een laimeaila KCl:ila. Ka- 
seinaattiliuos pumpattiin kationinvaihtohartsin lapi huo- 
neenlammdssa kuten maito esimerkissa 8. Ennen kasittelya 



35 
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kaseinaatt iliuos sisalsi insuliinia RIA-analyysin mukaan 
26 /ilU/ml ja kasitelty liuos 10 /iIU/ml. Insuliinipitoisuus 
aleni kasittelyssa n. 62 %. 



* 
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Patenttivaatxnrukset 

1. Oleellisesti insuliiniton proteiinikoostumus , 
joka on kayt tokelpoinen erityisravintovalmisteen pro- 
5 teiiniosana tai kulutusmaidon raaka-aineena, t u n - 

n e t t u siita, etta se on lehmanmaidosta peraisin oleva 
rasvaton, oleellisesti naudan insuliiniton proteiinipitoi - 
nen materiaaii, kuten hera, rasvaton maito tai kaseiinili- 
ucs . 

10 2. Menetelma oleellisesti insuiiinittoman pro- 

teiinikoostumuksen valmistamiseksi, tunnet tu sii- 
ta, etta 

a) lehmanmaidosta peraisin oleva nestemainen rasva- 
ton proteiinipi toinen materiaaii johdetaan insuliininpois - 

15 tokasittelyyn , jolloin se mahdollisest i ensin kirkastetaan 

ja sen jalkeen se johdetaan ph-arvon ollessa 5,2 - 5,6, 
Na + - tai IC-muotoon regeneroidulla vahvalla kat ioninvaihto - 
hartsiila taytetyn pylvaan lapi,. 

b) vaiheessa a) saatu nestemainen proteiinipitoinen 
20 materiaaii 

konsentroidaan ultra- ja diasuoda t tamalla kayttaen 
kalvoja, jotka ovat 6 000 - 20 000 D cut-off -kalvoja, 
saatu proteiinikonsentraatti haihdutetaan ja 
mahdollisesti kuivataan proteiini j auheeksi , 
25 c) mahdollisesti 

1) vaiheessa b) saadusta protei inikonsentraat ista 
tai proteiini j auheesta muodostetaan ve teen liuos, jonka 
proteiinipitoisuus on 1 - 20 %, 

2) vaiheessa cl) saatu proteiiniliuos hydrolysoi- 
30 daan entsymaatt isesti proteaaseilla ja 

3) vaiheessa c2) hydrolysoitu proteiiniliuos uit- 
rasuodatetaan , j a 

d) mahdollisesti johdetaan vaiheessa c) saatu pro - 
teiinihydrolysaat t i hydrof obi seen krcmatograf iakasit telyyn 
35 ja 



e) vaiheessa c) tai d) saatu liuos haihdutetaan ja 
kuivataan j auheeksi . 

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa a) nestemaisena 

5 rasvattomana proteiinipitoisena materiaalina kaytetaan 

heraa, rasvatonta maitoa tai kaseiiniliuos ta , edullisesti 
heraa . 

4. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa a) nestemainen ras- 

10 vaton proteiinipitoinen materiaali kirkastecaan ennen ka- 

t ioninvaihtohartsikasittelya suodattamalla se mikrosuoda - 
tuskalvojen lapi, j otka kalvot ovat 0,05 - 1,4 mikrometrin 
kalvoja, edullisesti 0,1 mikrometrin kalvoja. 

5. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelma, 
15 tunnettu siita, etta vaiheessa a) nestemainen ras- 

vaton proteiinipitoinen materiaali kirkastetaan ennen ka- 
t ioninvaihtohartsikasittelya kasittelemaila sit a ult- 
rasuodatuskalvoilla , jotka edullisesti ovat 50 000 
200 000 D cue -of f -kalvoja. 

20 6. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelma, 

tunnettu siita, etta vaiheessa a) nestemainen ras- 
vaton proteiinipitoinen materiaali kirkastetaan ennen ka- 
t ioninvaihtohartsikasittelya sentrif ugoimalla se edulli- 
sesti nopeudella 1 000 - 10 000 kierrosta / min. 

25 7. Jonkin patentt ivaatimuksista 2-6 mukainen me- 

netelma, tunnettu siita, etta vaiheessa b) ultra- 
ja diasuodatuksessa kaytettaan kalvoja, jotka ovat 10 000 
D cut-off -kalvoja. 

8. Jonkin patentt ivaatimuksista 2-7 mukainen me - 

30 netelma, tunnettu siita, etta vaiheessa b) ultra- 

j a diasuodat e tusta proteiinikonsent raatista muodostet a an 
vesiliuos, jonka pitoisuus on 1 - 20 %, edullisesti noin 
5 %, ja joka hydrolysoidaan entsymaatt isest i proteaaseil- 
la, kuten pankreatiini - ja alkalaasientsyymeilla . 



18 

9 . Patent t ivaat imuksen 8 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa c) saatu pro- 
teiinihydrolysaatti johdetaan hydrof obiseen kromatograf ia- 
kasittelyyn, jolloin sita kasitellaan aktiivihiilella tai 

5 edullisesti hydrof obisella polystyreenipohj aisella adsorp- 

tiohartsilla . 

10. Patenutivaatimuksen 1 mukaisen tai jonkin pa- 
tenttivaatimuksista 2-9 mukaisella menetelmalla valmis- 
tetun proteiinikooscumuksen kaytto aidinmaidcnkorvikkeen 

10 tai j cnkin muun erityisravintovaluiisteen prcteiiniosana 

tai kulutusmaidon raaka-aineena . 

11. Oleellisesti insuliiniton aidinmaidonkorvike , 
tunnettu siita, etta sen proteiiniosa on oleelli- 
sesti naudaninsul i ini t on , lehmanmaidosta peraisin cleva 

15 rasvaton proteiinipitoinen materiaali, kuten hera, rasva- 

ton maito tai kaseiiniliuos , edullisesti hera. 

12. Oleellisesti insuliiniton erityisravintovalmis - 
te, tunnettu siita, etta sen proteiiniosa on 
oleellisesti naudaninsul i ini ton , lehmanmaidosta peraisin 

20 oleva rasvaton proteiinipitoinen materiaali, kuten hera, 

rasvaton maito tai kaseiiniliuos, edullisesti hera. 

13 . Menetelma oleellisesti insuliini ttoman aidin- 
maidonkorvikkeen tai jonkin muun erityisravintovalmisteen 
tai kulutusmaidon tai sen raaka-aineen valmistamiseksi , 

25 tunnettu siita, etta tuotteen valmistuksessa pro- 

teiiniosana kaytetaan patent t ivaat imuksen 1 mukaista tai 
jonkin patentt ivaat imuksista 2-9 mukaisesti valmistet tua 
proteiinikoostumusta . 



Kuva 1: 

IgG-!uokan vasta-ainetaso naudan insuliinia kohtaan 6 kuukauden 
ikaisilla lapsilla, jotka ovat saaneet pelkastaan rintamaitoa tai 
lisaruokintana tavallista aidinmaitokorviketta (Enfamil® ) 



OD 

1.00- 
0.75- 
0.50- 



*p=0.04 




